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© Proce'de' pour fsoler de I'albumlne humafne. 

© Le procede pour isoler Talbumine a partir du 
surnageant IV, et notamment IV-4, ou de la fraction 
V de COHN ou d'un surnageant ou fraction plasmati- 
que de composition analogue provenant d'un frac- 
tionnement alcoolique ou non, comprend une etape 
sur colonne echangeuse d'anions hydrophile avec 
fixation de I'albumine sur la colonne, puis elution, et 
une etape sur colonne echangeuse d T anions hydro- 
phobe. Albumine ainsi obtenue ayant une purete > 
99 % en e"lectrophorese sur acetate de cellulose, 
exempte d'impuretes detectees en immunoelectro- 
phorese croi$e*e et exempte de polymeres. 
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L'invention concerne un procede pour isoler de 
l'albumine humaine a partir du sumageant IV, et 
notamment IV-4, ou de la fraction V de CONN ou 
d'un sumageant ou fraction plasmatique de compo- 
sition analogue provenant d'un fractionnement al- 
coolique ou non, par des etapes de chromatogra- 
phie echangeuse d'ions. 

La demande de brevet francais FR-A-2 327 
256 decrit la preparation d'albumine a partir d'un 
plasma depourvu des immunoglobulines, qui peut 
etre la fraction V de COHN. La purification s'effec- 
tue successivement sur un echangeur d'anions hy- 
drophile sur leque! se fixe l'albumine et un echan- 
geur de cations hydrophile. Ce procede conduit a 
une albumine de purete moyenne (> 96 %) et 
contenant moins de 3,5 % de polymeres. 

Le brevet US-A-4 228 154 decrit egaiement un 
procede de preparation d'albumine, a partir du 
sumageant 11 + III de COHN, cette fraction etant 
debarrassee des immunoglobulines. Le procede 
comprend d'abord une filtration sur gel pour elimi- 
ner alcool et sels residuels, puis une adsorption 
des lipoproteines sur silice et enfin deux etapes 
chromatographiques sur un Echangeur d'anions hy- 
drophile et un echangeur de cations hydrophile. 
L'albumine obtenue a une purete relativement ele- 
vee variant entre 96,9 % et 98,9 % en electropho- 
rese. Dans ce procede, Taibumine n'est jamais 
fixee sur le support chromatographique. 

Dans la demande de brevet europeen EP-A-0 
367 220, dans laquelle on part de la fraction V de 
COHN, il est renonce a I'etape chromatographique 
sur echangeur de cations. Le procede decrit com- 
prend le passage sur une colonne d'^change 
d'anions hydrophile faible ou fort sur laquelle 1'al- 
bumine ne se fixe pas et le produit obtenu contient 
encore des polymeres (3 %). 

La demande de brevet francais FR-A-2 543 
448 decrit un procede d'obtention d'une albumine 
de haute purete 99 % en electrophorese) en 
partant cette fois-ci d'un plasma brut ou debarrasse* 
du cryoprecipite qui n*a subi qu'une clarification 
initiaie destinee a eliminer les sels et les euglobuli- 
nes. Le procede ne*cessite cependant des etapes 
de fractionnement chromatographique complexes 
utilisant au moins un echangeur d'anions et un 
Echangeur de cations, et un support de type hydro- 
phobe, qui peut etre Tun des echangeurs d'ions 
precedents, et, en particulier, un echangeur 
d'anions hydrophile sur lequel l'albumine se .fixe, 
avant d'etre Eluee, un echangeur d'anions hydro- 
phobe et un echangeur de cations. 

La presente invention a pour objectif de fournir 
un procede de purification de l'albumine condui- 
sant a une albumine de purete supe>ieure a 99 % 
et exempte de polymeres. tout en conservant la 
s^curite virale apportee par le fractionnement al- 
coolique de COHN. 



La deposante a trouve de facon surprenante 
qu'il etait possible d'obtenir une telle albumine de 
purete electrophoretique tres elevee et exempte de 
polymeres en partant du sumageant IV, et notam- 

5 ment IV-4, ou de la fraction V (mise en solution) de 
COHN, ou d'un sumageant ou fraction plasmatique 
de composition analogue provenant d'un fraction- 
nement alcoolique ou non, tout en maintenant a 
une valeur basse les couts de Installation et de sa 

w mise en oeuvre. 

L'invention a pour objet un procede pour isoler 
l'albumine a partir des surnageants ou fractions ci- 
dessus, comprenant deux etapes de chromatogra- 
phic par echange d'ions, une etape sur colonne 

T5 echangeuse d'anions hydrophile avec fixation de 
l'albumine sur la colonne, puis elution, et une etepe 
sur colonne echangeuse d'anions hydrophobe. Les 
echangeurs d'anions peuvent etre indifferemment 
faibles ou forts. 

20 Les etapes du procede sont effectuees de pr6- 

fe>ence dans cet ordre, mais peuvent Egaiement 
Tetre dans 1'ordre inverse moyennant une augmen- 
tation du volume de I'echangeur d'anions hydro- 
phobe. 

25 Ce procede permet d'obtenir une albumine de 

purete tres elevde, supe>ieure a 99 % en electro- 
phorese sur acetate de cellulose, exempte d'impu- 
retes detectees en immunoelectrophorese croisee 
et tres stable puisque exempte de quantite* signifi- 
30 cative de polymeres (<1% apres pasteurisation le- 
gale 10 h a 60 °C). Le rendement de la purification 
chromatographique est supeVieur a 90 % par rap- 
port aux proteines a traiter. 

De presence, la colonne Echangeuse d'anions 
35 hydrophile est une colonne de support chromato- 
graphique DEAE-SPHERODEX® (billes de silice 
porousos revenues d'un polymere hydrophile dex- 
trane portant des groupements amine tertiaire 
DEAE : echangeur d'anions faible, hydrophile) et la 
40 colonne echangeuse d'anions hydrophobe est une 
colonne de support chromatographique QMA- 
SPHEROSIL® (billes de silice poreuses revetues 
d'un polymere hydrophobe polyvinyl toluene por- 
tant des groupements ammonium quaternaire QMA 
45 ; echangeur d'anions fort, hydrophobe). 

Plus generalement, on peut utiliser des sup- 
ports chromatographiques a base de silice poreuse 
revetue d'un polymere soit hydrophile (par exem- 
p!e derive du dextrane), soit hydrophobe (par 
50 exemple derive de polyvinyl toluene). 

On peut egaiement utiliser des supports equi- 
valents aux supports ci-dessus, notamment : 

a) supports a base de silice minerale poreuse 
revetue d'autres polymeres : 
55 - polymeres hydrophiles : agarose, polyvi- 

nyls hydrophiles, polyacrylamides hydro- 
philes ou polymeres equivalents non toxi- 
ques et non denaturants pour les protei- 
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nes. 

- polymeres hydrophobes : les memos que 
ci-dessus mais rendus hydrophobes par 
greffage ou corgticulation de groupements 
hydrophobes tels que des groupements 
styrene, hexyie et d'une fagon generate 
chaTnes aliphatiques et groupements aro- 
matiques procurant un caractere hydro- 
phobe, £tant entendu que les polymeres 
doivent etre non toxiques et non denatu- 
rants pour les prolines. 

b) supports a base de polymeres organiques 
hydrophiles ou rendus hydrophobes comme ci- 
dessus: 

- polysaccharides (cellulose, dextrane, aga- 
rose, etc.) 

- polyvinyle 

- poly aery lam ide 

- mixte polyacrylamide-agarcse 

- ou equivalents non toxiques et non d£na- 
turants pour les proteines. 

Les polymeres ci-dessus doivent porter des 
groupements chimiques leur conferant les proprie- 
tes d'echange d'anions selon I'utilisation prevue. 

La presente invention a ggalement pour objet 
une albumine obtenue selon le proc4de* conforme 
a I'invention. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en 
detail a Paide d'exemples de realisation de I'inven- 
tion. 

Example 1 . 

6 kg de la fraction V de COHN, correspondant 
a 61,4 litres de plasma citrate a environ 50 g/l de 
proteines totales sont dissous dans de I'eau demi- 
neralisee apyrogene a + 4*C. La solution est ajus- 
tee a pH 5,25 et resistivite de 1500 Ocm. Le taux 
de proteines est de 23,9 g/l. La solution est filtree a 
temperature ambiante sur une cofonne de DEAE- 
SPHERODEX® de 9 kg de support prgequilibre en 
tampon phosphate de sodium 10 mM pH 5,25. 
Apres rincage de la colonne dans !e meme tam- 
pon, ralbumine est eluee par une solution tampon 
d'acetate de sodium 25 mM pH 4,7. On obtient 
61,3 litres de solution d r albumine a 21,1 g/I de 
prolines. Cette solution est ensuite filtree a tem- 
perature ambiante sur une colonne de 4 kg de 
QMA-SPHEROSIL® preequilibree dans une solu- 
tion tampan acetate de sodfum 25mM pH 4,7. Le 
filtrat est ajuste* a pH 6,5, est diafiltre" sur des 
membranes d'ultrafiltre de seuil de coupure 10 kD 
contre NaCI 6 g/l pour elimmer I'acetate de sodium 
et ensuite concentre a plus de 200 g/l de proteines 
sur le meme ultrafiltre. La solution est ajustee en- 
suite en proteines a 200 g/l et en stabilisants : 
caprylate de sodium 2,7 g/l, N-acetyl-tryptophane 4 
g/l, sodium 145 meq/f, Tween 80 15 mg/1 et pH 



6,95. Elle est ensuite pasteurisee 10 h a 60 'C et 
soumise aux controles finaux. Le rendement global 
est de 21,7 g d'aibumine purifiee par litre de pla- 
sma Initial. II est de 91 % des prolines de la 
5 fraction V. La purete en electrophorese sur acetate 
de cellulose est de 100 % et !e taux de polymeres 
esl de 0 %. Aucune impurete n'est detectable en 
analyse par immunoelectrophorese croisee. 

jo Exemple 2. 

142,5 litres de filtrat IV 4 de COHN, correspon- 
dant a 70 litres de plasma citrate* a environ 50 g/l 
de proteines totales, sont dilues au 1/2 dans de 
15 I'eau demineralisee apyrogene a +4*C. Cette so- 
lution est diafiltree a pH 5,5 contre de I'eau demi- 
neralisee apyrogene de maniere a obtenir une re- 
sistivite de 1500 (lem pour un pH ajuste a 5,25. La 
solution est ensuite traitee comme dans J'exemple 
20 1 sur une colonne de 9 kg de DEAE- 
SPHERODEX® et une colonne de 4 kg de QMA- 
SPHEROSIL® , puis analysee apres pasteurisation 
comme precedemment. 

Le rendement final est de 24,3 g d'aibumine 
25 purifiee par litre de plasma initial. II est de 94 % 
des prolines du surnageant IV.4. La purete en 
electrophorese sur acetate de cellulose est de 100 
% et le taux de polymeres est de 0 %. Aucune 
impurete n'est detectee en immunoeiectrophorese 
30 croisee. 

La quantite de support chromatographique utili- 
sed dans cet exemple est de 3,2 kg de DEAE- 
SPHERODEX® pour 25 I de plasma et de 1,4 kg 
de QMA-SPHEROSIL® pour 25 I de plasma. Le 
35 procede de I'invention n'augmente pas les quanti- 
tes de support chromatographique par rapport aux 
procedes anterieurs partant d'un surnageant ou 
d'une fraction de COHN et, par rapport au proedde 
anterieur de la demande de brevet francais FR-A-2 
40 543 448. il est realise une economie rmportante de 
support chromatographique, du fait, en particulier, 
de la suppression de I'echangeur de cations, et, 
par suite, des quantites de tampons et £luants 
necessaires, tout en conduisant a une albumine de 
45 purete comparable sur le plan e*lectrophor£tique. 

Le procede selon I'invention permet aussi do 
diminuer les couts d'investissement et de mainte- 
nance lies au nombre d'etapes de chromatogra- 
phie, done au nombre de colonnes, par rapport a la 
so demande FR-A-2 543 448 tout en procurant un 
produit de qualite au moins e'gale. 

Du fait de sa haute purete, outre Putilisation 
clinique, cette albumine peut etre utilisee comme 
agent adjuvant ou stabilisant de produits biologi- 
55 ques de haute purete a haute activite specifique, 
comme les facteurs de coagulation hautement puri- 
fies. En particulier, elie peut etre utilisee comme 
composant de milieux de culture definis, sans se- 
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rum animal, pour la production de molecules re- 
combinantes a activite theVapeutique ou comme 
excipienl dans fes formulations pharmaceutiques 
finales de ces mole'cules. 

Revendlcatfons 

1. Procede pour isoler f'albumine a partir du sur- 
nageant IV, et notamment IV-4, ou de la frac- 
tion V de COHN ou d'un surnageant ou frac- 
tion plasmatique de composition analogue pro- 
verant d'un fractionnement alcoolique ou non, 
comprenant deux Stapes de chromatographie 
par echange d'ions, caracterise en ce qu'il 
comprend une etape sur colonne echangeuse 
d'anions hydrophile avec fixation de I'albumine 
sur la colonne, puis e*lution, et une etape sur 
colonne echangeuse d'anions hydrophobe. 

2. Precede sefon la revendication 1, caracterise 
en ce que Ton fait passer le surnageant IV-4 
ou la fraction V de COHN dans une colonne 
chromatographique contenant des billes de sin- 
ce poreuses revetues d r un polymers hydrophi- 
le, puis dans une colonne chromatographique 
contenant des billes de silice poreuses reve- 
tues d'un polymere hydrophobe. 

3. Precede selon la revendication 2, caracterise 
en ce que Je polymere hydrophile est un deri- 
ve du dextrane et le polymere hydrophobe est 
un derive" du polyvinyl toluene. 

4. Proce*de* selon la revendication 3, caracteVisS 
en ce que le polymere hydrophile est un dex- 
trane portant des groupements amine tertiaire 
et le polymere hydrophobe est un polyvinyl 
toluene portant des groupements ammonium 
quaternatre. 
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5. Precede selon la revendication 2, caracterise 
en ce que le polymere hydrophile est choisi 
parmi : agarose, polyvinyls hydrophiles po- 
lyacrylamides hydrophiles. 

6. Precede selon la revendication 2, caracterise" 
en ce que le polymere hydrophobe est choisi 
parmi : agarose, polyvinyls ou poJyacryfami- 
des rendus hydrophobes par greffage ou core- 
ticulation de groupements hydrophobes. so 

7. Procede selon la revendication 1, caracterise' 
en ce que Ton fait passer le surnageant IV-4 
ou la fraction V de COHN dans des colonnes 
contenant un polymere organique hydrophile 55 
ou hydrophobe. 

I Precede sefon la revendication 7, caracterise 



en ce que le polymere est choisi parmi : 
polysaccharides, polyvinyls, polyacrylamides, 
mtxte polyacryiamide-agarose. 

Albumine obtenue par le procede selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 8, de pure- 
te >99% en electrophorese sur acetate de 
cellulose, exempte d'impuretes detectees en 
immunce'lectrophorese croise*e et exempte de 
polymeres. 
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